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Choroby należące do nieswoistych zapaleń jelit, takie jak choroba Le­
śniowskiego-Crohna i wrzodziejące zapalenie jelit, mają złożony zespół 
przyczyn. Oba schorzenia posiadają zbliżone objawy kliniczne, miejsce 
występowania zmian patologicznych oraz w ich terapiach stosuje się po­
dobne metody leczenia. W  niniejszej pracy omówione zostały główne 
czynniki genetyczne wpływające na rozwój choroby oraz możliwy wpływ 
podłoża środowiskowego z głównym naciskiem na czynniki mikrobiolo­
giczne.
Na podstawie wyników badań z wykorzystaniem mikromacierzy do analizy 
transkrypcji genów komórek linii HT29 inkubowanych kolejno z patogen­
nymi szczepami E. coli UM146 i UM147 oraz probiotycznym szczepem E. 
coli Nissle 1917 wykonane zostały analizy bioinformatyczne, wyniki zo­
stały zestawione pod kątem indukowania apoptozy w komórkach ludzkich 
przez mikroorganizmy chorobotwórcze stanowiące źródło zapalenia 
w omawianych schorzeniach.
Wstęp
Wrzodziejące zapalenie jelita grubego 
(WZJG) i choroba Leśniowskiego-Crohna 
(LC) są to dwa najpowszechniejsze scho­
rzenia z grupy nieswoistych zapaleń jelit 
(IBD). Etiologia obu chorób nie jest do 
końca poznana i zdefiniowana ze względu 
na złożoność czynników wpływających na 
rozwój procesu zapalnego. Wśród wielora­
kich przyczyn badacze wymieniają predys­
pozycje genetyczne oraz wpływy 
środowiskowe (mikrobiologiczne czy zwią­
zane z trybem życia) powodujące zaburze­
nie odpowiedzi układu immunologicznego 
i w konsekwencji trudne do wyleczenia za­
palenia. W ostatnich czasach stały się one 
znaczącym problemem cywilizacyjnym. Od 
pół wieku odnotowuje się coraz większą 
zapadalność na nieswoiste zapalenia jelit, 
zwłaszcza w państwach wysoko rozwinię­
tych, chociaż najświeższe doniesienia 
świadczą o stabilizacji tendencji gwałtow­
nych zachorowań w ostatnim dziesięciole­
ciu [1]. Najbardziej narażone są osoby 
młode pomiędzy 20 a 40 rokiem życia oraz 
dzieci. Obserwuje się również częste wy­
stępowanie wśród osób z przedziału wie­
kowego 60 - 80 [1-3]. Terapia jest złożona 
i zależna od rozległości zmian, często wy­
maga od pacjenta zmiany dotychczasowe­
go trybu życia.
W nieswoistych zapaleniach jelit medycyna 
ma szerokie pole do działania. Dokładniej­
sze zrozumienie działania genów i białek 
kluczowych w procesie patogenezy umoż­
liwi odkrycie nowych, skuteczniejszych 
metod leczenia. Także możliwe będzie 
szybkie ocenienie racjonalnego ryzyka wy­
stąpienia choroby oraz dokładniejsze roz­
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poznanie i łagodzenie objawów przypadło­
ści. Badania biologii molekularnej są pod­
stawą do zrozumienia przyczyn oraz 
opracowania technik przeciwdziałania IBD. 
Czynniki genetyczne 
Przypuszcza się, że genetyczne przyczyny 
IBD stanowią 60% udziału w patogenezie 
LC, a 40% we WZJG [1], przy czym sposób 
dziedziczenia nie odpowiada klasycznemu 
modelowi jednogenowego dziedziczenia 
mendlowskiego. Obie jednostki chorobowe 
charakteryzują się heterogennym, wielo- 
genowym systemem przekazywania poko­
leniowego. Ryzyko zachorowania 
u krewnych jest 10 razy większe przy 
WZJG, natomiast dla LC jest ono podnie­
sione, ale nieznacznie [3]. Schemat dzie­
dziczenia jest więc odmienny, ale pewne 
nieprawidłowości genetyczne w obu cho­
robach są zbliżone.
Przyczyną IBD jest zaburzenie regulacji 
odpowiedzi układu immunologicznego. 
Odpowiadają za to m. in. mutacje w genach 
odpowiedzialnych za odporność. Do genów 
związanych z powstawaniem IBD można 
zaliczyć SLC11A1, IRGM, ATG16L1, AAT 
i NOD2. Geny te kodują białka, które peł­
nią nadrzędną rolę w procesach fagocytozy 
i autofagocytozy [4] oraz wpływają na inne 
komponenty układu odpornościowego. 
Mutacje pojedynczych nukleotydów w ww. 
genach mogą prowadzić do zachwiania ho­
meostazy jelitowej, która bazuje na utrzy­
maniu równowagi pomiędzy komórkami 
nabłonka jelit a odpornościowymi. Inwazja 
i wniknięcie drobnoustrojów przez błonę 
śluzową jelita powoduje reakcję komórek 
odpornościowych, które inicjują proces 
wywołania reakcji zapalnej, regeneracji lub 
tolerancji immunologicznej, a mutacje za­
burzają działanie podstawowych mechani­
zmów obronnych organizmu: zdolność
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regeneracyjną nabłonka jelit czy możliwo­
ści obronne przeciwko drobnoustrojom pa­
togennym. Zakłócona zostaje równowaga 
pomiędzy proliferacją a apoptozą i autofa- 
gocytozą komórek zniszczonych chorobo­
wo, uszkodzone zostają niektóre szlaki 
metaboliczne. Odpowiedź układu odporno­
ściowego we WZJG i LC można więc po­
równać do reakcji nadwrażliwości czy 
występującej w chorobach autoimmunolo- 
gicznych [5].
ATG16L1
Białko kodowane przez gen ATG16L1 
związane jest bezpośrednio z autofagią ko­
mórek. Proces ten występuje we wszyst­
kich komórkach eukariotycznych, 
zdrowych i patologicznych. W autofagocy- 
tozie degradowane są uszkodzone, zbędne 
bądź obumarłe elementy strukturalne ko­
mórek. Zależy ona od ok. 30 białek ATG, 
które odpowiadają za wytworzenie i usu­
nięcie autofagosomu. Zlikwidowanie pę­
cherzyka jest możliwe dzięki fuzji 
z lizosomami, która warunkowana jest 
udziałem ATG16L1 łączącym się z mem­
braną autofagosomalną [6].
ATG16L1 ulega ekspresji w nabłonku jelita 
oraz w leukocytach. Podczas infekcji ko­
mórka bakteryjna zostaje zfagocytozowana 
przez komórkę gospodarza i zachodzi wa- 
kuolizacja patogenu. Aby usunąć zwakuoli- 
zowaną bakterię w wodniczce 
fagocytarnej, niezbędne jest połączenie jej 
z lizosomem zawierającym kwaśne enzymy 
trawienne unieszkodliwiające patogen. 
Punktowa mutacja genu ATG16L1, w której 
treonina z pozycji 300 zostaje zastąpiona 
alaniną stanowi czynnik predysponujący 
wysokiego ryzyka choroby LC, może naru­
szać lub całkowicie zablokować autofago- 
cytozę [7]. Defekt ten powoduje m. in. 
namnażanie się bakterii w wodniczce fago-
cytarnej i może doprowadzić do ich uwol­
nienia do cytoplazmy lub rozprzestrzenia­
nia się z komórki do komórki.
NOD2
Białko NOD2 nazywane również CARD15 
występuje na powierzchni monocytów, ma- 
krofagów, komórek dendrytycznych i na­
błonkowych jelit [4]. Pełni ono istotne 
funkcje w procesach autofagocytozy 
i w unieszkodliwianiu patogenów. Mecha­
nizm jego aktywacji polega na zmianie 
konformacji białka przy wniknięciu bakterii 
w głąb cytoplazmy komórki gospodarza, 
gdy dochodzi do zetknięcia się jego dome­
ny wiążącej MDP z dipeptydem muramylo- 
wym (MDP). Aktywowany zostaje czynnik 
transkrypcyjny NF-kB, następnie dostaje 
się on do jądra, gdzie rozpoczyna się pro­
dukcja cytokin prozapalnych [8].
Białko CARD15 jest również eksprymowa- 
ne w komórkach Panetha. Jego występo­
wanie wiąże się z syntezą peptydów 
działających przeciwbakteryjnie, defensyw, 
cytokin i chemokin. Ma ono także istotne 
znaczenie w procesie apoptozy. Wpływa na 
zdolność wytwarzania reaktywnych form 
tlenu przez oksydazy z rodziny NOX oraz 
wspomaga transport ATG16L1 do błony 
pęcherzyka fagocytarnego [9]. Według naj­
nowszych odkryć polimorfizm Arg702Trp, 
Gly908Arg i Leul007fsinsC w sekwencji 
aminokwasowej jego domeny LPR powo­
duje wzmożoną skłonność do zachorowania 
na LC. Mutacje powodują utratę zdolności 
do wiązania się z MDP, co prowadzi do po­
wstania dysfunkcji w działaniu odpowiedzi 
immunologicznej, brakiem usuwania pato­
genów i wyniszczeniem nabłonka jelit [10]. 
IRGM
IRGM to białko GTPazy z rodziny M zali­
czane do GTPaz związanych z odpornością 
[4]. Badania ma modelu mysim świadczą
o tym, że jest ono najsilniejszym białkiem 
odporności wrodzonej przeciwko pasoży­
tom wewnątrzkomórkowym. Ma ono nie­
zmiernie istotną funkcję w procesie 
autofagocytozy. Zarówno zbyt niski, jak i za 
wysoki poziom jego ekspresji jest niepożą­
dany. W pierwszym przypadku zmienia się 
zdolność autofagocytarna, co predysponuje 
do powstania LC. Podwyższona ekspresja 
stymuluje ów proces, przez co chroni błonę 
śluzową jelita. W niezmienionym chorobo­
wo nabłonku okrężnicy IRGM osiąga wyso­
ki poziom ekspresji, znacznie wyższy niż 
u pacjentów z chorobą LC. Ekspresja biał­
ka podnosi się również w stanach zapal­
nych błony śluzowej jelit i wobec 
zwiększonej ilości patogenów zewnątrzko- 
mórkowych w tkance nabłonkowej. Jednak 
w przypadku nadekspresji efektywność au­
tofagocytozy zmniejsza się i wewnątrz ko­
mórek nabłonkowych obserwowana jest 
duża ilość przetrwałych patogenów [11]. 
Mutacje SNP w genie IRGM powodujące 
zmianę sekwencji aminokwasów w białku 
mogą prowadzić do zakłócenia autoregula­
cji jego syntezy, co powoduje podtrzymanie 
przewlekłego stanu zapalnego w jelicie. 
SLC11A1
Białko nazywane inaczej NRAMP1 to pro­
teina naturalnej odpowiedzi związanej 
z makrofagami 1. Gen SLC11A1/NRAMP1 
koduje integralne białko błonowe, które 
ulega ekspresji w komórkach efektorowych 
układu immunologicznego, takich jak mo- 
nocyty, makrofagi i neutrofile, oraz w ko­
mórkach kubkowych nabłonka jelita 
cienkiego i krętego [5, 12]. Posiada zacho­
wawczy ewolucyjnie motyw transportowy 
wiążący jony żelaza Fe2+ i innych metali 
na drugim stopniu utlenienia (mangan, 
miedź, magnez czy cynk), co pozwala to na 
regulację poziomu ich stężenia. Podczas
infekcji, gdy bakteria zostaje zamknięta 
przez komórkę eukariotyczną w fagosomie, 
SLC11A1 kotwiczy się w błonie wakuoli 
i wypompowuje z jej wnętrza dwuwarto- 
ściowe jony metali. Dzięki temu rozwój 
patogenu wewnątrzkomórkowego jest za­
hamowany oraz uniemożliwione zostaje 
ponowne uwolnienie mikroorganizmu 
z makrofaga gospodarza [13, 14]. Ponadto 
ma ono znaczący wpływ na szybkość goje­
nia się ran. Po wykonaniu knockout genu 
Nrampl u myszy obserwowano opóźniony 
czas gojenia po zranieniu oraz 10 krotnie 
niższy poziom ekspresji SLPI [14, 15]. Nie­
obecność genu Nrampl zmienia więc po­
średnio stężenie innego białka poprzez 
regulację genu SLPI, niezwykle ważnego 
we WZJG. SLPI jest inhibitorem szerokiego 
zakresu proteaz, włączając chymotrypsynę, 
elastazę i trypsynę. Działa antagonistycz- 
nie wobec HLE, ludzkiej elastazy leukocy­
towej, która jako proteaza ma zdolność do 
degradacji białek gospodarza w pewnych 
defektach genetycznych, ma działanie 
przeciwbakteryjne (blokuje powiązanie 
LPS na receptorach makrofagów) i prze- 
ciwgrzybicze. Wykryto także jego aktyw­
ność przeciwko wirusowi HIV oraz przez 
hamowanie aktywacji NF-kB właściwości 
przeciwzapalne.
SLC11A1 kontroluje też ekspresję białka 
NOD2 [12], pobudza i aktywuje do różni­
cowania makrofagi, wpływa na ekspresję 
enzymu syntazy tlenku azotu, białek MHC 
II oraz cytokin ILß i prozapalnego czynnika 
TNFa, który odgrywa kluczową rolę w ini­
cjacji procesu zapalnego. Nadprodukcja 
TNFa w tkance nabłonkowej jest charak­
terystyczna dla nieswoistych zapaleń jelit 
i odpowiada za nadmierną odpowiedź im­
munologiczną.
Poziom syntezy białka NRAMP1 zależny
14
jest od genotypu. Wadliwe funkcjonowanie 
genu NRAMP1, mutacje, delecje czy inser- 
cje, podnoszą niebezpieczeństwo zachoro­
wania nie tylko na wrzodziejące zapalenie 
jelita grubego, ale również reumatoidalne 
zapalenie stawów czy cukrzycę typu 1.
AAT
al-antytrypsyna kodowana przez gen SE- 
PRINA1, nazywany również AAT lub A l AT, 
jest białkiem osocza z frakcji al-globulin. 
Glikoproteina AAT zaliczana jest do białek 
ostrej fazy, jej synteza zachodzi w wątro­
bie. Wytwarzana jest również przez ma­
krofagi i komórki nabłonkowe jelita 
i komórki Panetha znajdujące się w obrębie 
jelita czczego. Stężenie AAT wzrasta 
w przypadku wystąpienia aktywnego stanu 
zapalnego, gdyż jest ona jednym z najsil­
niejszych inhibitorów proteaz serynowych. 
Ma zdolność do blokowania aktywności 
enzymów proteolitycznych, inaktywuje 
elastazę neutrofilową uwalnianą w odpo­
wiedzi na zakażenie bakteryjne przez gra- 
nulocyty obojętnochłonne. W przypadku 
braku AAT elastaza może mieć działanie 
niszczące i uszkadzać tkankę łączną orga­
nizmu [16-18]. AAT występuje w kilku od­
mianach allelicznych (prawidłowa 
oznaczana jako M), niektóre z nich mogą 
nie wpływać na aktywność enzymu, jednak 
odmiany genu S i Z stanowią predyspozy­
cje w kierunku wystąpienia LC [12]. 
Czynniki środowiskowe 
Nieswoiste zapalenia jelit nie posiadają 
jednego czynnika limitującego, wiele ele­
mentów przyczynia się do rozwoju choroby. 
Uwarunkowania genetyczne mogą stano­
wić ryzyko predysponujące do powstania 
schorzenia, ale istnieje również wiele 
składników środowiskowych zwiększają­
cych skłonność zachorowania na IBD. Na­
leżą do nich m. in. palenie tytoniu
(powszechnie dowiedziono, że nikotyna 
oraz związki zawarte w dymie papieroso­
wym mają wpływ na rozwój reakcji zapal­
nej, jednak mechanizm wpływu palenia 
w nieswoistych zapaleniach jelit nie został 
dotąd dość dobrze poznany [1]), dieta (wg. 
lekarzy eliminacja z diety mleka krowiego 
u chorego z WZJG powoduje poprawę, na­
tomiast dla LC łagodzenie objawów obser­
wuje się przy stosowaniu diety płynnej [2]), 
stres (stan psychiczny pacjenta może odbi­
jać się na jego zdrowiu fizycznym, jednak 
nie jest to czynnik bezpośredni - osoby 
stale narażone na negatywny stres, np. 
w wymagającej pracy czy przy pewnych 
przeciwnościach losowych mogą przecho­
dzić ostrzejsze rzuty choroby, a pozytywny 
stres, taki jak polepszenie sytuacji zawo­
dowej czy podjęte wyzwania dające satys­
fakcję mogą prowadzić do długotrwałych 
remisji choroby i braku objawów nawet 
przez rok, jednym z mechanizmów wpływu 
wzmożonego napięcia psychicznego na 
rozwój choroby może być pobudzanie bia­
łych krwinek przez zakończenia nerwów 
trzewnych znajdujących się w ścianie jeli­
ta, rola czynników psychologicznych jest 
jednak jedynie poboczna, a nie limitująca 
źródło choroby), a niektóre hipotezy mówią 
o zwiększonym ryzyku zapadalności na 
choroby IBD u osób, które w okresie dzie­
ciństwa utrzymywane miały przesadnie 
wysokie standardy higieniczne [1]. 
Czynniki mikrobiologiczne 
Bakteryjna etiologia jako początek IBD 
stanowi jedynie hipotezę, jednak badania 
świadczą o ważnej roli mikroorganizmów 
w rozwoju LC i WZJG. Wśród konkretnych 
przyczyn wymienia się amebozę czy czer­
wonkę bakteryjną (shigellozę) jako pier­
wotne źródło rozwoju choroby. Ponadto 
remisje w zapaleniach u około 2/3 pacjen­
tów z nieswoistymi zapaleniami jelit stosu­
jącymi antybiotyki (mesalazynę i rifaksy- 
minę) dowodzi jednoznacznie do związku 
pomiędzy bakteriami a stanami zapalnymi 
[1]. Probiotyki zawierające drobnoustroje 
fizjologicznej flory jelitowej człowieka wy­
kazują zaś działanie poprawiające kondycję 
pacjenta.
Istotną rolę w przedłużającym się stanie 
zapalnym ma kontakt błony śluzowej jelita 
z przesuwającą się masą kałową. Mikroor­
ganizmy wykorzystują słabe punkty działa­
nia systemu odpornościowego, w czynnej 
fazie zapalenia występuje nietolerancja 
immunologiczna własnej mikroflory bakte­
ryjnej. Czynnik mikrobiologiczny jest więc 
potencjalnym punktem uchwytu w walce 
z chorobą.
Cel i zakres badań
Zamierzeniem zespołu było zbadanie inte­
rakcji gospodarz - patogen na podstawie 
analizy oddziaływania jelitowej linii ko­
mórkowej z patogennymi szczepami E. coli 
wyizolowanymi od pacjentów z LC i WZJG 
oraz identyfikacja genów, których trans­
krypcja w tkance jelitowej następuje wsku­
tek odpowiedzi na zakażenie. Wytypowanie 
genów związanych z odpowiedzią komór­
kową na infekcję bakteryjną spowodowaną 
szczepem chorobotwórczym, w porównaniu 
do reakcji na szczep probiotyczny, miało na 
celu umożliwienie lepszego zrozumienia 
mechanizmu rozwoju zapalenia jelit, 
zwłaszcza roli apoptozy w obu schorze­
niach. Aby to osiągnąć, komórki linii HT29 
(ludzki gruczolak okrężnicy) inkubowano 
z dwoma szczepami: E. coli UM146 (izolo­
wany od pacjentów z LC) i E. coli UM147 
(analogicznie WZJG). Użyto również szcze­
pu E. coli Nissle 1917, który stanowił kon­
trolę, jako szczep niepatogenny. Do 
identyfikacji wyników posłużyła mikroma-
cierz Affymetrix® GeneChip HG-U133A 
Plus 2.0 [19].
Oba chorobotwórcze szczepy posiadają 
fimbrie S, toksynę autotransportującą 
umożliwiającą wakuolizację komórek nale­
żącą do autotransporterów proteaz sery- 
nowych (SPATE) oraz antygen 43 
pośredniczący w autoagregacji komórek E. 
coli. Ponadto szczep E. coli UM146 wytwa­
rza fimbrie P (odpowiadają za adhezję 
bakterii do odpowiednich receptorów, np. 
DAF komórek nabłonkowych układu mo­
czowego), a E. coli UM147 ma enzym 
o aktywności trypsyny (powoduje on hy­
drolizę połączeń międzykomórkowych w li­
nii HT29) [19].
Przebieg eksperymentu 
Pojedyncze kolonie szczepów E. coli 
UM146 i UM147 izolowanych od pacjen­
tów z LC i WZJG inkubowano przez 18 go­
dzin w 10 ml pożywki LB w 37°C. Po 
inkubacji 1 ml kultury bakteryjnej (ca. 107 
CFU) dodawano do butli hodowlanych 
o powierzchni dna 75 cm2, w których ho­
dowla linii HT29 stanowiła 70% po­
wierzchni dennej. Do trzeciej butli dodano 
szczepu Nissle 1917 jako kontrola. Próbki 
inkubowano 3 godziny w 37°C w obecności 
5% C02. Komórki oddzielano od po­
wierzchni dolnej roztworem trypsyny, za­
wiesinę odwirowywano i izolowano RNA 
z próbek [19]. RNA zostało poddane bioty- 
nylowaniu, następnie naniesione na mikro- 
chipy zawierające 54 675 sond
molekularnych. Hybrydyzacja northern 
blotting z jednoniciowym DNA sondy za­
chodziła przez 12 godzin w piecu hybrydy- 
zacyjnym. Następnie do detekcji użyto 
roztworu wybarwiającego. Awidyna z przy­
łączonym enzymem peroksydazy chrzano­
wej wiązała się do biotyny z RNA próbek. 
W wyniku reakcji enzymatycznej z sub-
stratem powstawał fluorescencyjny pro­
dukt, którego stężenie było proporcjonalne 
do ilości RNA związanego z sondą. Detek­
tor na podstawie intensywności świecenia 
przypisywał wartości świadczące o pozio­
mie transkrypcji dla poszczególnych bada­
nych sekwencji genowych. Analizowane 
były te geny, dla których wystąpiła widocz­
na nadekspresja w komórkach inkubowa- 
nych ze szczepami patogennymi 
w stosunku do komórek ze szczepem pro- 
biotycznym. Eksperyment powtórzono 
dwukrotnie celem ustalenia powtarzalności 
uzyskanych danych. Rezultaty zostały zin­
terpretowane poniżej.
Dyskusja wyników 
Na podstawie bioinformatycznej analizy 
dokonano porównania interakcji komórek 
eukariotycznych linii HT29 z bakteriami E. 
coli. Zidentyfikowano szereg genów, dla 
których wystąpiła znacząca (powyżej dwu­
krotna) nadekspresja w komórkach linii 
HT29 inkubowanych ze szczepami pato­
gennymi w stosunku do komórek HT29 in­
kubowanych ze szczepem probiotycznym. 
Do rozkodowania sond i przypisania im od­
powiednich genów na podstawie ich sym­
boli wykorzystano program DAVID [20]. 
W tabeli 1. przedstawiono geny, których 
pozytywna regulacja uczestniczy w wywo­
ływaniu śmierci komórki, dla których wy­
stąpiła nadekspresja w poszczególnych 
powtórzeniach eksperymentu. Część 
wspólna to geny, które ujawniły się w obu 
próbach.
Oba testy wykazują istnienie pewnej płasz­
czyzny jednoznaczności, jednak obserwo­
wane są również występujące różnice. 
W celu dokładniejszego zbadania należało­
by przeprowadzić analizę z użyciem meto­
dy RT-PCR.
Geny powtarzające się dla obu ekspery-




1 52 foxo3b, cxcr2, pmaipl, shb, topi, mcii, map3k5, cdkn2d, rhob,
fosl2, gadd45g, dedd2, nanp, bcIlO, ptger3, cd40, nlrp3, bcl2lll, 
e¡f4g2, unc5b, ernl, aven, peg3as, siahl, polb, ell, tnfaip3, 
ppplrl5a, stkl7b, trib3, ill7a, atnl, c8orf4, bcl2, grik2, sqstml, 
col4a3, cl0orf2, atg5, rybp, rafl, dbcl, gasi, e2f2, tnfsf9, srgn, 
sema6a, synel, csrnpl, slc5a8, fafl, dap3
2 74 cadml, zak, ppp3rl, fgfl4, cxcr2, foxo3, pmaipl, kcnc3, plg, topi,
mcii, cdkn2d, rhob, caspl, gadd45g, nanp, dedd2, bcIlO, ptger3, 
tbrg4, prkcg, nlrp3, dapk2, wdr92, eif4g2, unc5a, unc5b, ernl, 
siahl, peg3as, polb, mdm4, dapk3, tial, stkl7b, trib3, ube4b, 
faml76a, ppmlf, fisi, msh2, eya2, atnl, ttbk2, bcl2, c8orf4, 
tnfrsfl9, xafl, sqstml, ube2z, ahr, cl0orf2, fas, casp8ap2, illa, 
atg5, rybp, dbcl, rafl, kiaal967, e2f2, tnfsf9, tp73, fxrl, dnasel, 
sema6a, p2rxl, jmjd6, tdpl, csrnpl, loc727978, osm, bre, dap3
1 i 2 34 atg5, atnl, bcIlO, bcl2, cl0orf2, c8orf4, cdkn2d, csrnpl, cxcr2,
(część wspólna dap3, dbcl, dedd2, e2f2, eif4g2, ernl, gadd45g, mcii, nanp, nlrp3,
z obu ekspery- peg3as, pmaipl, polb, ptger3, rafl, rhob, rybp, sema6a, siahl,
mentów) sqstml, stkl7b, tnfsf9, topi, trib3, unc5b
Tabela 1. Wybrana kategoria cell death w Gen Ontology dla grupy genów nadeksprymowanych 
istotna z punktu widzenia przeżywalności komórek linii HT29 zainfekowanych chorobotwórczymi 
szczepami E. coli 146UM oraz E. coli 147UM. Analizę przeprowadzono przy użyciu programu 
Expander wersja 6 [21]
mentów zostały zgrupowane w programie 
ToppFun (Rysunek 1) w zależności od peł­
nionych przez nie funkcji na podkategorie. 
Niektóre z nich występują w kilku podka- 
tegoriach ze względu na posiadaną przez 
nie mnogość właściwości. Czerwony słupek 
świadczy o ilości genów nadeksprymowa­
nych w linii HT29 dla danej podkategorii. 
Do wizualizacji wyników użyto obrazowa­
nia z użyciem programu Past v. 2.16 [22]. 
Diagram trójskładnikowy uzyskany w wy­
niku zestawienia danych przedstawia wza­
jemne stosunki poszczególnych genów. 
Przedstawia on dokładną zależność pro­
porcji genów różniących się wobec siebie 
poziomem transkrypcji. Pojedyncze punkty
na diagramie oznaczają wzajemny stosu­
nek ekspresji poszczególnych genów 
w trzech próbkach.
Geny, które zaznaczone zostały na wykre­
sie jako A i B posiadają kolejno największy 
poziom ekspresji dla komórek HT29 inku- 
bowanych z danymi szczepami chorobo­
twórczymi, natomiast AB - zbliżony poziom 
nadekspresji w linii HT29 dla obu próbek 
inkubowanych odpowiednio ze szczepami 
E. coli UM146 i UM147. Odpowiadają 
one m. in. za powodowanie apoptozy. Część 
zaznaczona na diagramie literą C to geny, 
których ekspresja była co najmniej dwu­
krotnie wyższa w komórkach HT29 inku­
bowanych ze szczepem probiotycznym.
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Rysunek 1. Podkategorie terminu „Celi death" dla genów linii HT29, które uległy nadekspresji w wyniku interakcji z chorobotwórczymi bakteriami E. 
coli UM146 i E. coli UM14
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Rysunek 2. Selekcja genów w obrębie wybranych grup genów komórek linii HT29 po 3 h inkubacji 
z chorobotwórczymi szczepami E. coli 146UM (A) oraz E. coli 147UM (B) i niechorobotwórczym 
szczepem E. coli Nissle 1917 (C). Czarne kropki odzwierciedlają względne proporcje pomiędzy 
poziomami ekspresji genów linii HT29.
znajdujące się tam geny są odpowiedzialne 
za wywoływanie prawidłowej odpowiedzi 
odpornościowej organizmu.
Podsumowanie
Nieswoiste zapalenia jelit mają skompliko­
wane, wieloskładnikowe podłoże, gene­
tyczne i mikrobiologiczne. Złożenie kilku 
czynników predysponujących może spowo­
dować wystąpienie objawów choroby. De­
fekt genetyczny warunkujący chorobę 
w połączeniu z infekcją bakteryjną prowa­
dzi do nadmiernej odpowiedzi immunolo­
gicznej, utrzymywanego stałego stanu 
zapalnego i obumierania kolejnych warstw 
komórek nabłonka jelit, przez co zachwia­
na zostaje równowaga pomiędzy prolifera­
cją powstających i śmiercią ginących 
enterocytów. Brak odpowiedniej odpowie­
dzi odpornościowej daje bakteriom łatwiej­
szy dostęp do wywoływania infekcji.
Z przeprowadzonej analizy wyników mi-
kromacierzy wynika, że chorobotwórcze 
bakterie E. coli 146UM oraz 147UM mają 
letalny wpływ na komórki linii HT29. Uzy­
skany wynik świadczy o istotnej roli bakte­
rii z gatunku E. coli w patogenezie chorób 
LC i WZJG. Szczepy patogenne mają zdol­
ność do wywoływania apoptozy, zaprogra­
mowanej śmierci komórki, poprzez zmianę 
ekspresji białek w komórkach linii HT29. 
Wynik eksperymentu z użyciem mikroma- 
cierzy nie jest jednak jednoznaczny i trud­
no określić jego powtarzalność. Obserwuje 
się pewien rozrzut wyników, dokładniejszej 
analizy należałoby dokonać stosując tech­
nikę RT-PCR, która stanowi dokładniejszy 
wskaźnik ekspresji niż izolacja całkowitego 
materiału RNA z komórek. Jest to jednak 
metoda droga i należałoby skorzystać z niej 
w celu zbadania jedynie wybranych do 
analizy genów związanych regulacją pro­
cesu apoptozy, wytypowanych na podsta­
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wie screeningu z mikromacierzy.
Należy również wziąć pod uwagę fakt, iż 
badania przeprowadzone były na modelu li­
nii komórkowej, bliskiej naturalnym tkan­
kom, jednak nie wewnątrz żywego 
ludzkiego organizmu. Wyniki mogą więc
świadczyć o ogólnej tendencji i być dobrym 
przybliżeniem rzeczywistości, jednak osta­
teczny wynik ekspresji białek u chorych 
może różnić się od danych uzyskanych 
eksperymentalnie.
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